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WR 本 实验 使 用 荧光 指示 剂 Fura-2 5 Tb”, RM T 7 jA FRAARH TAB 
马 、 皮 层 、 间 脑 、 小 脐 》 突 趣 体 内 游离 钙 与 膜 结 人 台 钙 水 平 。 结 果 显 示 ， 与 青年 对 照 组 相 比 ， 老 
年 大 忌 大 部 分 脑 区 (海马 、 皮 层 、 间 脑 ) RMA RSA ERS, RAAB ARMA 
游离 钙 增 高 极为 显著 : 其 奖 触 体 膜 结合 钙 水 平 表现 为 ， 海 马 、 小 脑 两 蒋 区 明显 升 高 ， 而 皮层 、 
AMARA TR, 2S MAMA ERE. Baw ESHRABA AE 
RRMA. 


关键 词 年 龄 ， a Zik., Ca” F ba 


细胞 内 镍 离子 (Ca”*) 水 平 的 变化 在 细胞 各 种 机 能 活动 中 起 开关 式 作用 ， 是 细胞 生理 功 
能 的 重要 物质 基础 ， 其 微小 变化 可 引起 一 系列 生理 性 乃至 病理 性 改变 。 生 物体 衰老 过 程 中 
伴 有 Ca” 自体 平衡 兴 调 ， 对 老化 和 早老 性 疡 呆 病 人 的 研究 (Landfield，1989) 发 现 ， 在 含 
有 神经 纤维 缠 结 的 脑 细 胞 和 来 源 于 早老 性 奖 呆 病人 的 成 纤维 细胞 内 均 见 到 策 的 堆积 ， 引 起 
辆 内 流 增 加 的 主要 原因 是 脑 细胞 内 钙 缓 串 、 钙 外 排 或 重 摄 取 机 制 的 改变 。 有 研究 指出 ， 细 
胞 内 鳃 浓度 过 高 或 钙 超 负荷 会 使 钙 依 赖 性 生理 生化 反应 超常 运转 ， 耗 竟 ATP， 产 生 自 由 
基 ， 直 至 引起 细胞 死亡 (Blausten，1988)。 

突 触 (synapses) 是 神经 信息 传递 的 关键 部 位 ， 参 与 各 种 神经 细胞 的 生理 、 病 理 话 动 。 
突 般 体 (synaptosome) 保 留 着 原 位 突 触 的 机 能 特性 ， 象 一 般 细 胞 一 样 ， 有 完整 的 膜 ， 内 含 
各 种 细胞 器 和 胞 桨 。 突 触 腊 上 有 离子 通道 ， 仍 具有 生理 活性 ， 对 突 触 体内 外 Ca hF R 
起 调节 作用 ， 类 似 于 完整 的 活 细胞 (Whittaker，1972)。 因 此 ， 奖 触 体 是 在 离 体 条 件 下 探 
讨 神经 系统 生理 或 病理 机 制 常 用 的 实验 材料 。 本 实验 是 在 过 去 工作 的 基础 上 ， 对 不 同年 龄 
大 碑 不 同 脑 区 突 触 体内 游离 钙 和 膜 结 合 钙 水 平 同 时 进行 了 对 应 观 珊 ， 以 探讨 动物 在 自然 训 
老 过 程 中 不 同 脑 区 突 触 体 钙 水 平 的 变化 规律 。 


1 材料 与 方法 


LI MHA CCa | 的 测定 
Lil 突 触 体 的 制备 ”实验 动物 采用 SD 雄性 大白 鼠 ， 分 青年 组 (3 月 龄 ) 和 老年 组 (26 月 
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tt), ZIRD RE Hajos 的 方法 (1975)， 并 略 有 改进 。 分 离 大 鼠 的 皮层 、 海 马 、 间 
脑 及 小 脑 ， 将 组 织 称 重 。， 加 入 9 们 体积 (1 g/9 mb 的 0.32 mol/L 黄精 溶液 ( 含 
10 mmol/ L 葡萄 糖 ，pH7.4)， 用 Teflon 玻璃 义 浆 器 进行 匀 桨 ，10 次 上 下 ， 
850 r/min, WARE E 0 一 4 人 C 进行 。 义 浆液 1500 r/min 离心 10 min， 上 清 液 再 于 
9500 r/min 离心 20 min， 得 到 P, 组 分 。 

4% P, 组 分 用 0.32 mol/L RRO 8 湿 脑 重 m RRR RB KU 次 上 
下 。400 r/min), RP, ATP RE 4 ml P, 悬 液 / 15 ml 0.8 mol/L 黄精 液 的 比例 特 P， 
起 液 小 心 铺 在 0.8 mol/L RAE, EF 9500 r/min 离心 30 min, KH 
0.8 mol/L 其 糖 相 的 组 分 ， 再 缓慢 地 用 3 ARH KASH Nasr (mmol/L): 
132 NaCl, 1 KCl, 1.4 MgCl. 1.2 NaH,PO, 10 glucose 和 10 Hepes-Na, pH 7.4 
MH. MBG. whit BIR F 20000 r/ min 离心 20 min。 取 沉淀 并 用 Na 介质 清洗 ， 
再 用 Na 介质 郑 浮 起 来 ， 使 蛋白 浓度 为 10—15 mgy ml。 突 触 体 悬 液 制备 好 以 后 应 保存 
在 0 一 4 已 、 并 应 在 分 离 后 2 一 3 h 内 进行 实验 。 制 得 的 突 触 体 经 电镜 观 罕 鉴定 {图 1)， 与 
文献 报道 一 致 ， 具 有 生理 活性 。 

112 染料 负载 和 荧光 测定 ”将 突 触 体 . 
(2.2 mg/ml) 5 3.0 pmol/ LIK Æ) m m s 

的 Fura-2/ AM (在 Na 介质 中 ) 于 25 
PRA 25 minh tH), Mee 
30C FER 5 ming MLA 9 们 体积 的 冰冷 的 
Na“` 介 质 使 其 终止 孵育 ， 然 后 立即 进行 离 
心 《9500 r/min. 10 min), H E., 
将 突 触 体 沉 淀 再 用 Na 介质 拔 浮 起 来 
(5.5 mg/ml, #Ħ TF 25C## FF 5 min, 
以 使 Fura-2 / AM 进一步 水 解 完 全 )。 

在 305C 条 件 下 ， 取 一 小 部 分 突 触 体 
7K (0.11—0.12 mg/ml, # BARE) 
转移 至 测量 开 中 ， 立 即 采 用 AR- 
CM-MIC 阳离子 测定 系统 测定 其 荧光 强 
E, MRR ED HA 340 nm 和 
380 nm。 发 射 波长 为 505 nm. MBH 
光 比 值 由 下 式 计 算 胞 内 Ca” 
(Grynkiewicoz, 1985): 

[Ca] =K; xfF / Fs )* 

[(R-Rain )7 Roar -R JI 

式 中 ，R 是 实验 观察 到 的 荧光 比值 E1 电镜 观察 分 离 制备 的 突 触 体 (x 50000) 

(Fas / Fazo) K; 是 Fura-2 与 Ca 反应 Fig. 1 Separated synaptosomes under the electron— 
RRRS, Roa 是 胞 内 Fura-2 全 部 为 

Ca*! 人 饱和 了 时 的 荧光 比值 (采用 Ca 离子 载体 将 胞 外 Ca: 载 人 细胞 内 来 获得 )，Rain 为 
Fura-2 完全 未 结合 Ca 时 的 荧光 比值 (通过 向 介质 中 加 和 人 过量 的 钙 鳌 合剂 EGTA 将 Ca™* 





microscope in vitro 


OO 00D http://www.cqvip.com 


4 期 ERF: KERA [el De Fe te OE BS 375 


BARKE) Fp WF, PRR Ca Al Ca te ARS F 380 nm 处 的 荧光 强度 。 在 没 
有 负载 Fura-2 时 测定 细胞 的 自发 荣光， 计算 Ca RES AAA RRA RR 
光 ， 根 据 荧 光 比 值 ， 使 用 DM3000 tF, HAA AE Ca] 
1.2” 突 触 体 膜 结合 钙 的 测定 

究 甬 体 按 前 法 制备 ， 采 用 染料 -蛋白 结合 法 测定 蛋白 浓度 ， 取 突 触 体 悬 溢 ， 再 加 6 次 
H ERR, ACE, wA; WMA 0.2 ml ThCl, WHO.2 mol/L), 37CHKH 
lh, FA Hitachi RF—540 WKN AEN em = 545 nm, dex=295 nm) 测 定 突 触 体 膜 
结合 Tb: 的 荧光 强度 ， 以 间接 观察 突 触 膜 结合 Ca Bit, A Tb2+ 竞 争 性 结合 突 触 体 膜 
上 的 Cai 结合 位 点 ， 所 以 突 触 体 膜 结合 Tbi! 荧 光 强 度 的 增强 即 反映 了 突 触 体 膜 结合 Ca 六 
水 平 的 降低 。 

Fura-2/AM 为 Sigma 公司 产品 ， 用 二 甲 亚 栅 (DMSOD) 配 成 0.25 mmol/ LEW 
i, RR B-200 避 光 保存 。N-2- 凑 乙 基 咀 嗪 -N'-2- 乙 烷 磺 酸 (Hepes) 为 进口 分 装 ( 上 
海 生化 试剂 商店 )。AR-CM-MEIC 阳离子 测定 系统 为 美国 Spex 公司 产品 ， 与 其 配套 使 用 
的 Diapho-TMD 型 荧光 人 同 置 显微镜 ， 为 日 本 Nikon 公司 产品 。 

所 有 数据 经 方差 分 析 后 采用 REE. 

Ri AMMRME ABM [Ca], 的 测定 


2 结 果 Tab. | Measurement of synaptosomal free calcium ion 
concentration in various rat brain regions 

21 BES Tt K BR a De h OK A (Ca*} , (nmol/L) 
离 [Ca”1] 的 影响 in 青年 组 老年 组 

结果 显示 ( 表 1)， 老 年 组 海 海马 112.4+ 17.3tn=8) 302.42 40.6°° in=10) 
马 、 皮 层 、 间 脑 3 个 脑 区 窗 触 体 皮层 88.8 +20.7 (n=14) 105.24 17.9" (n= 16) 
A [Ca] 均 显 著 高 于 青年 对 照 hi 131.52 16.7 (n=11) 104.5+7.1° (n=6) 
组 ， 且 海马 脑 区 突 触 体内 [Ca”] jal es 93.8129 (n=14) 。 112.2% 30.2" (n=12) 


呈报 显著 升 高 。 而 小 脑 突 触 体内 
[Ca] 呈现 相反 趋势 ， 即 老年 组 
显著 低 于 青年 组 。 说 明 随 着 动物 


表 中 数据 为 Means+ SD (values in the Table are mean + SD) 
+ P<0.05, +» P<0.01, S 4A WE (vs the young group J» 


的 衰老 ， 大 部 分 脑 区 钙 水 平 升 R2 APRVRBMAMEA BHM 
高 ， 但 也 有 部 分 脑 区 辆 水 平 下 Tab. 2 Measurement of synaptosomal membrane protein— 
beund Ca” in various rat brain regions 

降 ， 呈 现 一 种 全 脑 范围 内 的 俩 水 

平 失衡 。 ia TO HZI Se E oe 

22 Mert Amie RR 

合 钙 的 影响 海马 21.3+1.46 {n=8) lB8.8+1.04"° {n=8) 

加 We 2 可 以 看 出 老年 组 海 皮层 18.62£2.18 (n= 8) 22,844.45" {n= 16) 

马 AEA AAC fy 23 BF 小 脑 20.5 + 1.97 (n=16) 16.349.60"" (n=8) 
24.0% 3.34 (n=8) 27.4+1.56" (n=8) 


To” ee eee. i Pe 8) a 
突 甬 体 上 膜 结合 鲁 极 显 藉 高 于 青年 表 中 数据 为 Means+ SD (values in the Table are means + SD) 
组 (P<0.01)， 而 对 于 皮层 、 间 + P<0.05, + * 记 <0.01， 与 青年 组 相 比 (vs the young group) 
FPA I, AP EAR 
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Tb -荧光 强度 明 著 高 干 青年 组 ， 亦 即 老 年 组 的 这 两 个 脑 区 突 触 体 膜 结合 钙 显 著 低 于 青年 
组 (P<0.05)。 
3 讨论 

生物 体 衰老 过 程 中 伴 有 钙 自 体 平 衡 失调 ， 对 大 鼠 的 电 生 理学 研究 发 现 。 老 年 大 鼠 的 钙 
He RPE FE Ah OT PEAS SU. EMU EM ARR. PK 
验证 实 : 记忆 相关 蚁 区 海马 内 辆 水 平 过 高 或 过 低 均 有 损 动物 记忆 巩固 过 程 ( 张 维 宁 等 ， 
1994)， 而 给 有 老年 性 记忆 障碍 的 动物 喂 服 钙 持 抗 剂 可 改善 其 学 习 记 忆 能 力 (Daniel， 
1991，Deyo，1989)。 本 实验 测定 了 自然 衰老 状态 下 的 动物 脑 内 钙 水 平 ， 结 果 表 明 ， 与 青 
年 对 照 组 相 比 ， 训 老大 鼠 大 部 分 脑 区 (海马 、 皮 层 、 间 脑 ) 突 触 体 内 游离 钙 水 平 显 著 增 高 ， 
尤其 是 海马 突 触 体内 游离 钙 增 商 极 为 显著 ， 而 小 脑 突 触 体内 游离 [Ca 妆 ] 呈现 相反 趋势 ， 即 
老年 组 显著 低 于 青年 组 。 其 突 触 体 膜 结合 钙 水 平 表现 为 : 海马 、 小 脑 两 脑 区 明显 升 高 ， 而 
皮层 、 间 脑 两 脑 区 明显 下 降 。 说 明 随 着 动物 的 衰老 ， 大 部 分 脑 区 钙 水 平 升 高 ， 但 也 有 部 分 
脑 区 钙 水 平 下降 、 呈 现 一 种 金 咬 范 围 内 的 钙 水 平 失衡 。 对 于 记 忆 想 关 脑 区 海马 来 说 、 鞭 突 
触 体 内 游离 钙 及 突 触 体 膜 结合 钙 均 极 显 著 升 高 ， 即 出 现 所 谓 “ 铬 堆积” 提示 训 老 动 物 的 学 
习 记 忆 障 碍 与 胶 内 尤其 是 海马 突 触 体内 钙 水 平 过 高 有 关 ; 而 小 脑 脑 区 突 触 体内 游离 钙 和 膜 
结合 钙 的 不 均衡 分 布 、 似 叉 与 衰老 动物 行为 迟 角 、 动 作 不 灵活 相关 。 


S$ = x 献 
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AGE—DEPENDENT CHANGES OF SYNAPTOSOMAL CALCIUM 
IONS IN DIFFERENT RAT BRAIN RIGIONS 


Wang Liangbin Zhang Weining Shao Yue Du Hongyan 
Wang Jinxi* Wu Fumei 


(Department of Biological Science and Technology, Nanjng University, Nangng 210093) 
Abstract 


In this experiment, the synaptosomal free calcium concentration and synaptosomal mem- 
brane protein—bound Ca* in various brain regions were measured by using fluorescence indi- 
cator Fura—2./AM and Tb* respectively. Compared with that of 3-month—old rats, the 
synaptosomal free calcium concentration significantly increased in hippocampus, cerebral 
cortex and hypothalamus of 26~month-old rats. Moreover, the synaptosomal membrane 
protein-bound Ca** obviously increased in hippocampus and cerebellum while in the other 
brain areas examined (cerebral cortex. hypothalamus) decreased significantly. These suggest 
that the perturbation of normal Ca** homeostasis appears to be an important factor corre- 
lated with aging. 

Key words Age, Rat brain, Synaptosome, Ca? 
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